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基是蛋白酶体 20S 催化复合物中的一个亚基，该亚基具有类 caspase 活性，偏好
在酸性氨基酸残基处进行切割。前期研究发现，在肝癌组织中 β1 表达量上调，
但是关于 β1 在肿瘤发生中的作用尚未清楚。 
本研究中，我们检测了食管癌组织和各种卵巢癌细胞中 β1 的表达量，发现
食管癌组织和多数卵巢癌细胞中 β1 均有上调现象，而其它亚基如 Rpt3 并未发生
变化。为了阐明 β1 在肿瘤发生中的作用，我们首先用细胞增殖实验和克隆形成
实验进行检测，发现过表达 β1 蛋白能够促进细胞的增殖；随后我们进行了细胞
划痕实验，结果发现过表达 β1 后细胞的迁移能力得到增强。之前有文章报道 β1
可能参与细胞周期抑癌蛋白 p27kip1的降解，但是其具体机制并未明确。我们采用
过表达 β1以及RNA干扰技术下调 β1两种方法证实 β1能够调控 p27kip1的表达，
并且两者的蛋白质水平呈现负相关；随后我们采用免疫共沉淀以及 GST-pull 
down 的方法均检测到 β1 和 p27kip1间存在直接相互作用。有趣的是，β1 和 α7 亚
基也存在相互作用，而且 β1 被干扰后，α7 的表达水平也下降。本研究首次提出



























The ubiquitin-proteasome system (UPS) is an important protein regulatory 
system in eukaryotes, which involves degradation of most proteins, so it plays a key 
role in cell biological process. β1 is a subunit of 20S catalytic complex, it has 
caspase-like activity, and cuts preferentially after acidic residues. Previous study has 
shown that β1 is up-regulated in hepatocellular carcinoma tissues, but the function of 
β1 in tumorigenesis remains unclear. 
In the present study, we also detect that β1 is up-regulated in oesophageal cancer 
tissues and most ovarian cancer cell lines, but other subunits such as Rpt3 has no 
changes. In order to explore the role of β1 in cancer, cell proliferation assay and clone 
formation assay are used, we observe that overexpression of β1 can promote cell 
proliferation. We next find β1 can enhance cell migration in wound healing assay. 
Recent study has reported that β1 can degrade p27
kip1
, however it is uncertain how β1 
influences the degradation. We test whether overexpression of exogenous β1 and β1 
shRNA can influence the expression of p27
kip1
, the results show that β1 can regulate 
p27
kip1
, and these two proteins present negative correlation. Next, both 
immunoprecipitation and GST-pull down assay indicate that β1 and p27
kip1
 have 
interaction directly. Interestingly, β1 interacts with α7, and α7 is down-regulated upon 
siβ1. In conclusion, our study first proposes that β1 is a new onco-protein, and is 
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第一章 前 言 
































图 1 泛素-蛋白酶体系统的示意图 
Figure 1 Schematic of the ubiquitin-proteasome system 




泛素的二级结构包含 5 个 β 折叠，3-5 个 α 螺旋，其外观是一个紧密压缩的球
状蛋白质，从球体的表面伸出 4 个 C-末端残基，用于结合蛋白质，其 Lys-48 是
其它泛素的结合位点，用以形成多聚泛素链[5]。蛋白质泛素化修饰的过程为：在
ATP 存在条件下，泛素活化酶 E1 激活泛素，从而使泛素的 C-末端甘氨酸 Gly 连
接在 E1 上的活化残基半胱氨酸 Cys 上；随后泛素被转移至泛素结合酶 E2 上的






















结合酶 E2、泛素连接酶 E3 以及泛素链组装因子 E4。目前人类中只发现一种 E1，
主要功能是激活泛素；E2 含有多种，其分子量较小，都含有一个 UBC 结构域，
可特异性识别泛素，同时具有识别 E3 的功能；E3 有成百上千种，其结构复杂，
主要作用是特异性识别靶蛋白，从而将其传递给蛋白酶体进行降解[8-10]；E4 能够
结合泛素并催化 E1、E2、E3 的组装，调控多聚泛素连的延长[11, 12]。 
已报道的 E3 酶根据其催化性 domain 可分为三大类：HECT（homologous to 
E6-associated proteinC terminus）domain E3、RING E3 以及 U-box E3。HECT 
domain中的催化性Cys 残基在将泛素转移至蛋白质之前通常从 E2上接受泛素分
子，而 RING 与 U-box E3 酶不需要形成泛素的共价中间物[13-15]。 
泛素系统传递不同信号还可通过泛素链的不同连接方式。通过赖氨酸 Lys48
连接泛素链的泛素系统主要使靶蛋白通过多亚基蛋白酶体降解，研究发现另一种
通过 Lys63 连接泛素链的泛素系统主要进入四种不同的途径：DNA 损伤修复、




臂，是一个巨大的 26s 多催化亚基的蛋白复合体，其功能的发挥依赖于 ATP 的
存在。蛋白酶体由一个包含蛋白酶体活化位点的 20S 核心（CP）以及两个 19S


















图 2 蛋白酶体的结构图 
Figure 2 Schematic of proteasome 
资料来源：Dennissen et al.,Progress in neurobiology,2012. 
 
1.1.2.1 20S 核心催化颗粒（CP） 
 
蛋白酶体的蛋白水解活性存在于蛋白酶体核心颗粒 20S，20S 于 1995 年被
鉴定出来，其分子量约为 700 kDa，由 28 个蛋白亚基组成。其结构是由结构为
α1-7β1-7β1-7α1-7的四个环组成一个的桶状结构，4 个环分别是 2 个相同的 α 外环和
2 个 β 内环组成，真核生物的 α 和 β 环均由 7 个不同的亚基形成（图 3）。真核
生物中，7 个 β 亚基中 3 个 β 亚基（β1、β2、β5）含有有功能活性的苏氨酸 Thr


















图 3 人源 20S 蛋白酶体的结构图 
Figure 3 Schematic of human 20S proteasome 
资料来源：Gerards et al.,Cellular and Molecular Life Sciences,1998. 
 
20S CP α 亚基的 N 末端阻止底物进入蛋白酶体，每一个 α 亚基的 N 末端均
不一致，其中 α3 N 端能够和每一个 α 亚基相互作用，引导底物通过假 7 环对称
中心[21]。20S CP 的活性 β 亚基在干扰素 γ 信号下能够被相应的 LMP/βi 代替，
β1i/LMP2 代替 β1，β5i/LMP7 代替 β5，β2i/LMP10 代替 β2，进而促进新的蛋白
酶体的组装，参与抗原递呈等过程[23]。 
 
1.1.2.2 19S 调控颗粒（RP） 
19 S RP 在调控蛋白酶体活性中发挥着多种作用，包括底物的选择，底物降
解的准备，运送底物至 CP 以及影响 CP 的产物[24]。结构上，19S RP 可分为两个
多亚基亚复合体，一个“基底”（base），一个“盖子”（lid）。19S 的“基底”存
在 6 个同源 ATPase（Rpt1-6）以及 3 个非 ATPase 亚基（Rpn1，-2，-10）。基底
的 ATPase 更倾向于展开的蛋白质底物，帮助它们通过一个门控通道进入 20S 
CP
[22, 25, 26]，该过程的发生可能是通过 ATPase 与 CP 中的 α 直接相互作用[27, 28]。
“盖子”是一个由 8 个非 ATPase 亚基（Rpn3，-5，-6，-7，-8，-9，-11，-12）
形成的 400 kDa 复合物，该复合物的所有亚基包含有 PCI 和 MPN 两个结构基
序中的一种，6 种亚基包含有 PCI 基序，而其它两种（Rpn8 和 Rpn11）包含一

















1.2 β1 亚基 
1.2.1 β1 亚基结构特征 
β1 亚基是蛋白酶体 20S 亚复合物中具有催化活性的 β 亚基之一，共有约 239
个氨基酸，其分子量约为 26KD。β1 亚基又称 Pbs-1、Pre3、Y（Delta）、Lmp19，
基因名为 PSMB6。人源的 PSMB6于 1991年被分离出来[31]，随后研究发现 PSMB6
位于染色体 17p13 上，由 6 个外显子和 5 个内含子组成[32]，而鼠源的 PSMB6 位
于染色体 11 的位置，其结构与人源相似。人源、鼠源以及兔源的 β1 亚基序列比
对发现该亚基在不同物种间存在高度相似性（如图 4）[33]，鼠源和兔源的序列之
间仅有 4 个氨基酸不一致，人源和鼠源序列之间有 7 个氨基酸不一致。和其它个
具有催化活性的 β 亚基一样，β1 亚基合成时含有多于 75 个氨基酸组成的原蛋白
β1/pre3，待蛋白酶体成熟时，原蛋白在其序列的第一个苏氨酸 Thr1 和最后一个
甘氨酸 Gly 之间进行切割，释放活性位点 Thr1。而且 β1 亚基与所有 α、β 亚基




图 4 鼠源、兔源以及人源 β1 亚基序列比对 
















资料来源：Woodward et al.,Immunogenetics,1995. 
1.2.2 β1 亚基研究进展 
1.2.2.1 β1 亚基的功能 
 
β1 亚基在蛋白酶体中主要参与蛋白酶体的组装并发挥酶活性进行蛋白质的
降解。研究发 β1 N 端的前肽序列有助于其它亚基的插入及正常 20S 蛋白酶体的
组装，而且该前肽序列能够保护 β1 Thr1 免受 N-α-乙酰化修饰，从而保持其酶
活性[35]，哺乳动物任何单独 β 亚基的转染均会改变特异性肽酶活性[32]。β1 亚基
在蛋白质降解中的作用主要是通过其本身 peptidyl-glutamyl-peptide 水解活性
（PGPH）或者类 caspase 活性偏好在酸性氨基酸残基处进行切割[36]。研究发现
蛋白酶体 20S 活化亚基的结合通道特异性取决于 S1 pocket，β1 亚基中 S1 pocket
特异性位点是 Arg45（如图 5），该位点有助于 P1 pocket 酸性氨基酸处的剪切[37]。 
 
 
图 5 β1 亚基酶活性位点结构图 
Figure 5 Structure of the active residues in β1 subunit 
 资料来源：Marques et al.,Chemical reviews,2009. 
 
β1 可能在生物体防御反应中发挥着一定作用。研究发现极端嗜热古生物
Pyrococcus furiosus 在热压下 β1 的表达发生一定程度的改变。Lara 等发现在动态
热激反应（温度从 95 ℃变化至 105 ℃）中，5 min 内 β1 的基因上调两倍以上，
而且随着温度的变化，20S 蛋白酶体中 β2/β1 的比例会发生明显的变化[38]，表明
β1 可能在热压变化中参与 20S 的稳定性调节。Joseph 等人发现防御反应刺激蛋
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